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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒 論
免疫 系は病 原微生物か ら宿主 を防御す るための生体 防御機構 として重 要な役割 を果
た している。感 染時には、殺菌や感 染細胞除去な ど、非 自己 と認識 され る物質か ら自
己 を防御す るための初期応答 として排他的応答 、すなわち炎症応答が起 こる。炎症応
答 には炎症 を促 進す る比較 的分子量の小さなタ ンパ ク質で あるInterleukin(IL)・1β 、
1:L・6、Tumornecrosisfactor(TN:F)・ αな どの前炎症性サイ トカイ ンが大 き く関わ って
いる。炎症応 答 は基本的 には生体 機能を通常状態 に回復 させ るための反応で あるが 、
これ ら前炎症性 サイ トカイ ン産 生が高ま りす ぎると、過度 の炎症応答 によ り生体 自体
が傷害 を受 ける。 したが って、 これ らサイ トカイ ンは炎 症応答調節 にあた り、重要な
標 的 とされてい る分子である。
哺乳動物 では1:L・1family、 皿'6、TNF・ αを含 むTN:Fligandsuperfamilyが クロー
ニ ングされ、また1:L・1β、1:L・6、TNF・αがそれぞれ炎症応答 において重 要な役割 を果
た している ことが明 らか とされて きた。また、近年で は哺乳 動物以外の ヒラメや ニ ジ
マ スな ど魚類 にお いてもTNFの 存在が確認 され 、そ の重要性 は種 を越 えて いる もの と
考 え られ る。 一方、鶏 を含 む鳥類 にお いては、前炎症性サイ トカイ ンIL-1β 、皿,・6
の クローニ ングがなされ、鶏 皿,・1β、IL・6が 後炎症性物質で あるコルチ コステ ロンを
上昇 させる ことが確認 されて いう。しか し、鳥類 のTNF・ αに関 して はマ クロフ ァー ジ
培 養上清画分 中 にTNF様 活性が確認 されて いるにす ぎず 、いまだTN:F・ αの存在 は確
認 されていな い。
TNFligandsuperfamilyはTNF・ αを含 む19種 類のメ ンバーか ら構成 されてい る。
哺 乳 動 物 にお い て 、TNF・ αは好 中 球 の 貧 食 能 や 細 胞 傷 害 性 の 増 強 、 接 着 因子
intercellularadhesionmolecule(ICAM)やvascularcelladhesionmolecule(VCAM)
発 現上昇 による リンパ節の肥大、1:L・2受容体発現上昇 によ るT細 胞活性 化、一酸化窒
素(NO)合 成 の促進、さ らには 皿,・1、IL6な どを含む さまざまなサイ トカイ ン発現
調節 を介 して 炎症応答 を惹起 す る ことが報告 されてお り、免疫応答調節 にお いて重要
な 役割 を果 た している。 また 、TNFα は リポ プ ロテ イ ン リパー ゼ活性 の低下 お よび
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V:LDL分 泌の上昇 による血 中 トリグ リセ リ ドの上昇 、糖質 コル チコイ ド産 生 の上昇 、
イ ンス リンシグナル伝達抑制 による糖取込みの低下 な ど、多 くの代謝応答 にも関与 し
て いる。
本研究 では、鳥類 にお けるTN:F一 αを同定 し、その機能 を解明す る ことを 目的 に した。
まず他種TNF・ αと相同性 の高い分子 を検 索す ることを行 った(第2章)。 これ まで の
鶏サイ トカイ ン研究結果 か ら哺乳動物TNF・ αに相 同性 相同性 の高 い分子 が存 在 しな
い可能性 も考 え られたので、TNF・ αが確 認されなかった場合 にはTNF・ α機能 を代替
す る可能性 のあるTNFligandsuperfamilyに 属す るTumornecrosisfactorlike
Iigand(TL)1A分 子 を検索 した(第3章)。 それ によって得 られ た分子 の機 能 を検索す
るため、リポポ リサ ッカ ライ ド(1」PS)投 与 による炎症応答時 の発現変化 や(第4章)、
組換 えタンパ ク質 を用いて細胞 や鶏に対す る投与試験 を行 い(第5章)、 免疫 ・炎症応
答 にお ける本 分子 の機能 を調 査す る ことによ り、鶏 の免疫 お よび炎症 応答 にお け る
TLIAの 重要性 を示す。
第2章 哺乳動物TN:F・ αの塩 基相 同性 か らの鶏TNF・ αの クロー ニ ング
鶏 ゲ ノム デ ー タ ベ ー スやExpressedsequencetagged(EST)デ ー タ ベ ー ス を 、 キ ー
ワー ドと してTN:F・ αを用 いた検 索 、また はBasedIocalalignmentsearchtoo1(B:LST)
を用 いて 他種TNF・ α塩 基 配 列 との相 同性 に よ る検 索 を行 っ た 。また 、他 種 動 物 のTN:F・
α同士 で相 同性 の高 い配 列 の混 合 オ リゴマ ーTGGTAYRAISCIRTITAYYを 作 製 し、大
腸 菌 リポポ リサ ッカ ライ ド(:LPS)投 与3時 間後 鶏 脾 臓cDNAラ イ ブ ラ リー を検 索 し
た 。 さ らにサ ブ トラク シ ョ ン法 によ り哺 乳 動 物TN:F一 αの 類 似 分 子 の検 索 を試 み た 。
そ の結果 、いず れ の検 索 法 に よ って も哺 乳 動 物TN:F・ αと相 同性 の高 い遺 伝 子 、蛋 白
質 は確 認 で きず 、 鶏 で はTN:F・ α遺 伝子 が 欠損 して い る 可能 性 が 示 唆 され た 。
3章 鶏Tumorllecrosisfactorlikeliand(T:L)1Aの ク ロ ー ニ ン グ
BLASTに よ って 、 ゲ ノム お よびESTデ ー タベ ー ス 内 に ヒ トTN:F一 αア ミ ノ酸 配 列
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と相 同性 の 高 い分子 が あ る か どうか検 索 した と こ ろ、 一 つ の遺 伝 子 が 確 認 され た 。 そ
こで 、 この分 子 を ク ローニ ン グ し、そ の 塩 基 お よ び ア ミ ノ酸配 列 を同 定 し、 系統 樹 解
析 を行 な った 。そ の結 果 、推 定 され る239ア ミ ノ酸残 基 中 に はTN:Fligandsuperfamily
特 有 の 配 列([L;v}x{LlvM}x3・G・[HvM:F]・Y{LIvM:FY]2-x2{QEKHL])や 疎 水 性 ア ミ
ノ酸残 基 を多 く含 む 膜 貫 通 領 域(VLL、CL、LAVL:LLALPIAYLLA)が 確 認 さ れ た(Fig.3・1)。
この分 子 は ヒ トT:LIAと 最 も相 同性 が 高 か っ た の で 、鶏TL、1Aと した 。
TLIAは 近 年 、 哺 乳 動 物 に お い て ク ロー ニ ン グ され た 血 管 内 皮 細 胞 成 長 阻 害 因子
(VEGI)のlongfbrmで あ り、 主 に内皮細 胞 で 発 現 して い るTN:Fhgandsuperfamily
に属 す る 分 子 で あ る 。T:LIAは そ の発 現 お よ び 分 泌細 胞 や 受 容体 はTN:F・ αと異 な る も
の の 、TNF・ α様 の 免疫 調 節 機 能 を示 す こ とが 明 らか に され て い る 。鶏TLIAは ヒ ト
T:LIAと51%の 相 同性 が あ った。 ヒ ト、 ヒ ラメ お よ び マ スTNF一 αとはそ れ ぞ れ25、
26、25%の 相 同性 を有 して いた(Fig.3-1)。 また 他 種 お よ び 鶏TNFligandsuperfamily
と系 統 樹 解 析 を行 った と ころ、鶏 丁:LIAはT:LIA分 子 の グル ー プ に属 し、i鶏の 他 のTNF
hgandsuperfamilyと 比 較す る と、TN:F一 αに最 も近 縁 の 分 子 で あ る こ とが 明 らか とな
り(Fig.3-2)、 本 分 子 がTNFligandsuperfa皿ilyに 属 す る こ とが推 定 され た 。 これ ら
の こ とよ り、鶏 で はT:LIAがTNF・ α機 能 を代 替 す る分 子 で あ る 可能 性 が 予 想 さ れ た 。
第4章 炎症応答時および栄養調節による鶏TL,1Aの 発現変動
鶏 丁:LIAがTN:F・ α機能 を代替す るか を、前炎症性サイ トカイ ン産生 を高 め、炎症
を 引き起 こす:LPSを 用 いて検 討 した。LPS1.5mglkgbodyweight(BW)投 与2時 間
後 の鶏 の各種臓器 にお けるTL,1AmRNA発 現量 をRT・PCRで 測定 し、TLIAmRNA
発現が各臓器 で増加す る ことを確認 した(:Fig.4-1)。 特 に肝臓、脾臓 といった免疫担
当細胞 が多 く定着 して いる組織や 内分泌 に関わ る副腎では、LPS投 与 による発現量 の
顕著 な増加 が見 られた(Fig.4・1)。鶏T:LIA発 現変化 をreal・timePCRに よ って定量分
析 した と ころ、:LPS投 与 によって脾臓で約25倍 、肝臓 で約15倍 、腹腔 内脂 肪組織で
約9倍 と鶏TLIAmRNA発 現 の 有 意 な 上 昇 が 確 認 され た(Fig.4・2)。 鶏 へ
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LPS1.5mglkgBW投 与後 にお ける脾臓のT:LIAmRNA発 現量 の経 時変化 を調査 した
と ころ、投与2時 間後 にTLIAmRNA発 現量が最大 とな り、その後 徐 々に減少 して い
った(:Fig.4・3)。LPS投 与 による鶏 丁:LIAの 血中へ の分泌 を検 証す るた め、抗鶏T:LIA
抗体 を用 い血漿のウェスタンブロ ッ トを行 った。15～20kDaにTLIAと 思わ れるバ ン
ドが確 認 され、LPS投 与4時 間後 には血 中に鶏T:LIAタ ンパ ク質 が分泌 され ている こ
とが確認 された(Fig.4・4)。
さ らに各種栄養素給与 によって鶏脾臓のTnAmRNA発 現が変化 す るか につ いて検
討 した。そ の結果、鶏 で抗炎症作用 が確認 されて いる栄養 素で あるグ リシ ン、 アラニ
ンな どの アミノ酸お よびキ シ リ トールの給与よ ってTLIAmRNAの 発 現低下 が確認 さ
れ た(:Fig.4・5)。 これ らの ことか ら、本研 究でク ローニ ング したTUAは 炎 症および
代謝応答 を調節す る機能分子で ある可能性 を示 した。
第5章 細胞および鶏を用いた鶏TL、1A機 能の検証
鶏 丁:LIAの 機能 を検 証す るた めにTLIA融 合蛋 白質 を作 成 し、各種細胞や 鶏 にお け
る炎症応答 と代謝応答を検 討 した。 まず、各種細胞 に対す るT:LIAの 影 響 を検 討す る
ため に、TNF・ α活性測定のため に哺乳動物 で用 い られ るマ ウス線維芽細胞L、929ce11
1ineお よび鶏初代線維芽細胞 を供試 し、鶏T:LIA組 換 えタンパ ク質 の細胞 死誘導試験
を行 った。鶏T:LIA組 換えタ ンパ ク質は両細胞 に対 して濃度依存的 に細胞活 性 を低下
させ る ことを確認 した(:Fig.5-1)。さ らに、鶏TLIAの 受容体 にな る可能性 を持つTNF
receptor(TNFR)1、2お よびdecoyreceptor(DcR)3を 形質導入 したCHO・K:1細 胞培
養系へ鶏T:LIAを 添加 した ところ、各受容体 を形質導入 した細胞 においてT:LIA添 加
濃度依存 的に細胞活 性の低下 を確認 した(:Fig。5・2)。また、 リンパ細胞 が大 部分 を 占め
る鶏脾臓単核球の細胞活性 は、低濃度T:LIAを 添加 した場 合 には変 動は見 られなか っ
たが、高濃度のT:LIAを 添加 した場合 には細胞 生存活性が上昇す る ことが 明 らか にな
った(Fig.5・3)。 これ らの ことか ら、鶏TLIAは 、哺乳動物TNF・ αの細胞 に対す る各種
作用 とほぼ同様な作用 を有す る ことを明 らか に した。
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さ らに、鶏 の代 謝応答 と炎症応答 におけるTLIAの 機能 を明らかにす るために、鶏
へ のTLIAinvivo投 与試験 を行 った。鶏へのT:LIA200μglkgBw静 脈投与は投与後
4-8時 間にお ける飼 料摂取量 の減少(Fig.5・4(A))、投与後12時 間までの直腸温上昇(Fig.
5・4(B))、投与後4・12時 間の血 中亜硝酸塩濃度 の上昇(:Fig.5・5(A))、投与後4・24時 間 の
血 中セル ロプ ラズ ミン濃度 の上昇(:Fig.5・5(B))お よび投与後8-12時 間の血 中 α1急 性
期糖 タンパ ク質濃度 の上昇 を観察 した(:Fig.5・5(c))。これ らの ことか ら、鶏TLIAは 鶏
にお ける炎症応 答惹起 因子で ある ことが示 された。
また、TL、1A200μglkgBW投 与後2時 間で、TUA投 与時 にはGST投 与 と比較 し
て脾臓、腹腔 内脂肪組織 副腎 にお いてIL・1βmRNA発 現 が上昇 した。しか しなが ら
肝臓 における 皿、・1β発現 は鶏 丁:LIA投 与 とGST投 与で有意な差 は見 られなか った
(:Fig.5-6(A))。1:L・6mRNAは 、今回測定 した全ての組織でGST投 与 と比較 して鶏
TLIA投 与 時で発 現量が高かった(Fig.5・6(B))。 こ.れら主要な前炎症性サイ トカイ ン
は・i鶏T:LIA投 与2時 間後 の脾臓 において最大 の発現量 とな つた・また鶏T:LIA投 与
によって、肝臓 お よび脾臓 にお いて鶏TL、1AmRNA発 現が 上昇 した。 しか しなが ら、
副腎や脂肪組織 での鶏TL、1A発 現 はGST投 与時 と鶏T:LIA投 与時で}まぼ同程度で あ
った(Fig.5・6(C))。 鶏TLIA投 与 によって脾臓 でのIFN・ γmRNA発 現量上昇が見
られたが、肝 臓で のIFN・ γ発現 はGST投 与時 と鶏T:LIA投 与時でほぼ同程度で あっ
た(:Fig.5・6(D))。鶏TLIA投 与 によ り、GST投 与時 と比較 して脾臓、肝臓iNOSmRNA
発現 の有意な上 昇が見 られた。副腎で は鶏T:LIA投 与 によって上昇す る傾向(t=0.08)
が確 認されたが 、GST投 与時 との差 は有意な ものではなか った。また腹腔内脂肪組織
にお ける発現 もGST投 与時 と鶏T:LIA投 与時で有意な差 はなかった(Fig.5・6(:E))。
COX・2は 、脾臓 にお いて、鶏 丁:LIA投 与 によ ってGST投 与 時 と比較 して有意な発現
上昇 が見 られ た。 しか しなが ら、他の組織で の発現量の変化 は見 られなか った(:Fig.
5-6(F))a
以上、鶏TLIAの 投与は炎症応答関連因子mRNA発 現 を上昇させる こと、特 に脾
臓 においてそ の作 用 が大 きい ことを明 らかに した。 したが って鶏 丁:LIAは 、炎症応 答
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にお いて哺乳動物TN:F・ α機能 を代替す る因子で あることが示 され た。
本研究結果 は、1.鶏TLIIAは 鶏 において免疫 ・炎症応答 を調節す る重要な因子で あ
る こと、2.鶏TUAは 鶏 にお いて哺乳動物TNF・ α機能 を代替 して いる可能性が大き
い こと、 を示 した もので ある。
本研究 で明 らかに した、TN:F・α代 替機能 を有す る前炎症性サ イ トカイ ンとしての鶏
TLIAの 発見 は、鶏T:LIAが 鶏の免疫 ・炎症応答研究の新 たな標 的 とな ることを提示
す るだけでな く、鳥類 の免疫 学 を基 盤 とす る比較免疫学の進展 を促す と共に、サイ ト
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Fig.44各 組織 における鶏TUAmRNA発 現とL,PS投 与2時 間後 の発現 変化
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Fig.4-5抗 炎症 作用を有する栄養素 による脾臓 における鶏TLIAmRNA発 現修飾
(A)15日 齢 鶏に1096グ ルコース飼料 、10%キ シリトール飼料を7日 間給与し、22日齢 時にLPS無 投
与また はLPSを3mg/kg体 重となるように腹腔 内に投与し、2、3、4時間後に各 区、各処理5羽 ずつ
の脾臓 を採取した。(B)8日 齢鶏基礎飼料または基礎飼料にGly2%添 加、Ala2.38%添 加した飼料
を14日 間 自由摂取させた。22日齢時 に基礎飼料区およびGly296添 加飼料区から4羽 ずつU⊃S無
投与またはU⊃Sを1.5mg/kg体 重となるように腹腔内に投与し、2、3、4時間後 に各区、各処理4羽
ずつの脾臓を採取した。脾臓 における鶏TLIAmRNA発 現 に対する作用を示した。real-timePCR































































Fig.5r1各 種 細胞生存活性 対する鶏THAの 影響
(A)L929細 胞 、(B)鶏初代線維 芽細胞 の培養 系へ の鶏TLIA添 加 による細胞生存活性 示した。
GSTは ネガティブコントロールとして用いた。値は細胞活 性を反映する吸光度で示した。


























Fig.5-2TNFreceptor導 入CHO細 胞 の 生 存 率 に対
す る鶏TLIAの 影 響
◆TNFreceptor(TNFR)1導 入細胞、■TNFR2導 入細胞、
▲DcR3導 入細胞 、XplNDベ クター導入細胞へ の鶏
TLIA添 加 による生存率を示 した。p1NDは 受容体遺伝子
を組 込んでいない対照 として用いた。値 は各 添加濃度 に
対する細胞活性/鶏TLIA無 投与 時の細胞活性x100(%)
で示した。GSTは ネガティブコントロ「ルとして用いた。
各鶏TLIA添 加濃度時のp夏ND導 入細胞 生存率 と比較し
て**,† †,#P〈0.01*,も ‡P〈0.05






































鶏脾臓単核球活性 に対する鶏TLIAの 影 響
GSTは ネガティブコントロールとして用いた。
値 は細胞活性を反映する吸光度で示 した。
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Fig.5-4TL,1A投 与鶏における代謝応答の変 化
















































































































鶏TLIA投 与時 の血 中(A)亜 硝酸塩、(B)セルロプラズミンおよび(C)α1酸 性糖タンパク質濃度 を示し
た。■は鶏TLIA投 与、◆はGST投 与による変化を示している。GSTは ネガティブコントロールとして


































































Fig.5-6TLIA鶏 の各 組 織 にお ける炎 症 関 連 因 子mRNA発 現 変 化
鶏皿,1A投 与 時 の 各 組織 にお ける(A)IHβ 、(B)IL-6、(c)鶏TLIA、(D)IFN一 γ、(E)iNos、(F)cox-2
mRNA発 現 を示 した 。■ は鶏TLIA投 与 、□はGST投 与 による変 化を示 している。GSTは ネガティブ
コントロー ル として用 い た。realイinlePCRに よって測 定 し、値 はGAPDHを 内 部標 準 としてarbitrary
units(AU)で 示 した 。GST投 与 と比較 して**P
<0.01,*P<0.05
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論 文 審 査 結 果 要 旨
動物 は多様 な環境下 での各種 のス トレスか ら自己の内部環境 を維持す るた めに,免 疫系 を中心に し
た生体 防御 機構 を構 築 してい る。哺乳 動物 で はIL-1,且 一6,TNF一 αを含むTNFIigandsuperfamiyカ ミ
自己防御機能 としての炎症応答 におい て重要な役割 を果 た してい る。一方,鶏 を含 む鳥類 で は,IL-
1βやIL-6が ク ロー ニ ング されてい るが,TNF一 αの存在 は確 認 され ていない。本研 究 は,鶏 にお け る
免疫 能 の制御機構 を解 明 し,免 疫能 の調 節 に よる鶏 生産体 系の改 善 に資す る 目的 で,鳥 類 にお け る
TNF一 α,あ るいはTNF一 α機能代替 因子 を同定 し,そ の機能 を解 明 した ものである。
まず,鶏 組織 か ら他 種TNF一 αと相 同性 の高い 分子 を検 索 す るため に,ESTデ ー タベ ー ス検 索,
BLSTを 用 いた検 索,サ ブ トラクシ ョン法検 索な どを行 ったが,哺 乳動物TNF一 αと相 同性 の高 い遺伝
子 ・蛋 白質 は確 認 で きず,鶏 で はTNF一 α遺伝 子 が欠 損 してい る可能 性 を示 唆 した。 次い で,TNF一 α
機能 を代替す る因子 としてTNFligandsuperfamilyに 属す るTumomecrosisfactorlikeligand(TL)1A分
子 をク ロー ニング し,TNFligandsuperf㎞ilyと 系統樹解析 を行い,鶏TLIAはTNF一 αに最 も近縁 の分
子 であ るこ とを明 らか に した。 さらに,炎 症応答 時(LPS投 与時)の 免 疫担 当組織 にお ける鶏TLIA
mRNA発 現上昇 と栄養 素 よるTLIAmRNAの 発現低 下,抗 鶏TLIA抗 体 を用い た血漿鶏TLIAタ ンパ
ク質濃 度上昇 な どを確認 し,本 研究 で クロー ニング した鶏TLIAは 炎症お よび代謝 応答 を調節す る機
能分子 であるこ とを示 した。
次い で,鶏TLIA融 合蛋 白質 はマ ウス線 維芽細胞お よび鶏初 代線 維芽細胞 の活性 を濃度 依存的に低
下 させ るこ と,鶏TLIAの 受容体 になる可能性 を持つTNFreceptor1,2お よびdecoyreceptor3を 形質
導入 したCHO-K1細 胞 の活性 を濃度依存 的に低 下 させ るこ とを確 認 した。 さらに,鶏 の代謝 ・炎症応
答 にお ける 皿.1Aの 機能 を明 らかにす るた めに,鶏 へのTLIAinvivo投 与試験 を行 った。飼料摂 取:量
の減少,直 腸 温上昇,血 中セル ロプ ラズ ミンお よび α1急 性 期糖 タ ンパ ク質濃度 の上昇,各 種組織 で
のIL-1βmRNA,IFN一 γmRNA,iNOSmRNA,鶏TLIAmRNAな どの発現上昇 を認 めた。以上 の結果か
ら鶏TLIAは,鶏 の代謝応答 および炎症応答 において哺乳動物TNF一 α機能 を代替す る因子で ある可能
性が示 された。
本研 究 成果 は,鶏TLIAは 鶏 にお いて 免疫 ・炎 症 応答 を調 節 す る重 要 な 因子 で あ り,哺 乳 動物
TNF一 α機 能 を代替 してい る可能性 が大 きい ことを明 らかに した。本研究 での鶏 皿,1Aの 発 見は,鳥 類
の免疫学 を基盤 とす る比較 免疫学の進展 とサイ トカイ ンの鶏 生産機能 開発へ の応用 に関す る研究進展
に大 きく資す るもの ど期待 され る。
審査委員一 同は,本 論文提出者 に対 し,博 士(農 学)の 学位 を授 与す るに値す るもの と認定 した。
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